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代谢中间物对斜生栅藻叶绿素荧光特性
以及油脂积累的研究
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重点实验室，包头 014010;3． 厦门大学 海洋与地球学院，厦门 361000;
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5． 内蒙古再回首生物工程有限公司，鄂尔多斯 016100)
摘 要 为了研究代谢中间物(柠檬酸与苹果酸)的添加对斜生栅藻(Scenedesmus obliquus XJ002)光合效率以及胞
内油脂积累的影响，研究了代谢中间物的添加对 XJ002 藻株生物量、光合色素、叶绿素荧光特性以及胞内总脂含量
的影响。结果表明:添加高浓度代谢中间物导致藻细胞生物量与光合色素含量显著下降，损坏藻细胞光系统 II 反
应中心供体侧的放氧复合体(OEC)结构，抑制光系统 II反应中心受体侧电子传递活性。当柠檬酸与苹果酸处理浓
度为 0. 15 g /L时，XJ002 藻株胞内总脂含量是对照组的 1. 85 倍和 1. 34 倍。高浓度代谢中间物的添加，显著提高了
XJ002 藻株胞内总脂含量，与苹果酸相比，柠檬酸的添加效果更佳。
关键词 柠檬酸;苹果酸;斜生栅藻;叶绿素荧光;总脂
中图分类号 Q949． 2;S216． 2 文献标识码 A 文章编号 2095 － 1736(2018)04 － 0044 － 05
Effects of metabolic intermediates on chlorophyll fluorescence
and total lipid content of Scendesmus obliquus XJ002
CHENG Jie1，3，WU Di 1，QIAN Gai-gai1，GONG Dong-hui 1，2，
SU Yong-ning5，CHEN Gao 4，JI Xiang1，2
(1． School of Life Science and Technology，Inner Mongolia University of Science and Technology，Baotou 014010;
2． Inner Mongolia Key Laboratory of Biomass-Energy Conversion，Baotou 014010;
3． College of Ocean and Earth Sciences，Xiamen University，Xiamen 361000;
4． Biotechnology Ｒesearch Center，Shandong Academy of Agricultural Sciences，Jinan 250000;
5． Inner Mongoiia Ｒejuve Biotech Limited Company，Ordos 016100，China)
Abstract In order to study the effects of exogenous metabolic intermediates on photosynthetic efficiency and total lipid content in
Scenedesmus obliquus XJ002，we added metabolic intermediates (citric acid and malic acid)to study biomass，photosynthetic pigments，
chlorophyll fluorescence characteristics and lipid content of XJ002． The results showed that the addition of high concentrations of meta-
bolic intermediates resulted in a significant decrease in biomass，chlorophyll a，chlorophyll b and carotenoid content． The high concen-
tration treatments could damage the oxygen evolving complex at the donor side of reaction center of photosystem II，and inhibited elec-
tron transfer activity of receptor side of reaction center of photosystem II． The addition of intermediate metabolites resulted in a signifi-
cant increase in the total lipid content of XJ002． When the concentration of citric acid and malic acid was 0. 15 g /L，the total lipid
content was 1. 85 and 1. 34 folds higher than the control group． The addition of high concentration of metabolic intermediates results in
a significant increase in total lipid content in the cell of XJ002． Compared with malic acid，citric acid has the better effect．
Keywords citric acid;malic acid;Scendesmus obliquus;chlorophyll fluorescence;total lipid
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能源是推动人类社会发展的重要基础，化石能源
的使用同时也带来了环境污染、温室效应等严重的问
题［1 － 2］。生物燃料(Biofuel)由于环境友好、可再生性
而备受关注［3 － 4］。生物柴油作为液体燃料可直接应用
于柴油机等常规设备［5］。能源微藻具有光合效率高、
成本低、含油量高、生产效率高等优点［6 － 9］，被认为是
未来生物柴油的主要原料［10 － 11］。目前微藻生物柴油
成本较高［12］，而降低能源微藻成本的关键在于:1)选
育获得高效适合工业化生产的藻株;2)建立利用低成
本规模微藻培养技术和设备;3)进一步提高藻细胞内
的油脂含量。
通过调控藻细胞油脂代谢途径来提高藻细胞油脂
积累是目前研究的热点。本研究选取了苹果酸、柠檬
酸两个中间代谢物，通过调控与乙酰辅酶 A 相关的代
谢反应，促使代谢流向油脂合成的方向移动，为进一步
揭示油脂代谢中的关键调控因子，为促进微藻生物能
源研究提供参考。
1 材料与方法
1. 1 实验材料及处理
藻种斜生栅藻(Scenedesmus obliquus XJ002)为内
蒙古自治区生物质能源化利用重点实验室保存。取若
干个 250 mL锥形瓶，分别向其中加入一定数量的经高
压蒸汽灭菌 BG11 培养基以及柠檬酸、苹果酸储备液，
使每个锥形瓶中柠檬酸、苹果酸的终浓度分别为
0. 00、0. 01、0. 05 和 0. 15 g /L，每组重复 3 次。然后加
入 XJ002 藻株，摇匀，藻液的最终体积为 150 mL，初始
OD680值为 0. 270，置于光照培养箱中培养。培养温度
为 25℃ ± 1℃，光照强度 4800 lx，光暗周期 14 h ∶ 10 h，
静置培养，每天定时摇匀 3 次，并每隔 24 h 改变各锥
形瓶的位置。
1. 2 实验方法
藻细胞内光合色素的提取参照 Sartory 等［13］方法。
藻细胞叶绿素荧光特性通过植物效率分析仪(PEA，
Hansatech)测定。测定前，取不同处理组的藻细胞，利
用 BG11 基础培养基将各个处理组的吸光度 OD680调成
同一水平，并置于暗环境中 30 min，在暗环境中进行测
定操作。各荧光参数的意义见表 1。取培养至对数生
长期后期的各处理组藻液适量，尼罗红染色测定藻细
胞内油脂含量(%)。
2 结果与讨论
2. 1 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株生物量的影响
图 1 表示在藻细胞一个培养周期(15 d)内，柠檬
酸与苹果酸对 XJ002 藻细胞生物量的影响。由图 1 可
知，从第 2 天开始，不同浓度柠檬酸与苹果酸处理对藻
细胞生物量的影响表现出一定的差异。低浓度的柠檬
酸与苹果酸处理对藻细胞生长影响不大，高浓度的柠
檬酸与苹果酸处理，藻细胞的生长状态受到明显的抑
制，0. 15 g /L 的苹果酸与柠檬酸处理组的藻细胞生物
量比对照组分别降低了 23. 08% 和 21. 21% (P ＜
0. 01)。藻细胞只有在一定的 pH 值范围内(7. 7 ～
9. 4)才可以保持良好的生长状况，超出这个范围，藻细
胞的各项生理功能会受到影响，导致藻细胞生长缓慢，
甚至引起藻细胞的死亡。外源柠檬酸与苹果酸的加入
会降低培养基中的 pH值，培养基中过低的 pH值对藻
细胞的生长代谢、光合作用以及藻细胞对营养盐的摄
取都会产生显著地影响。
表 1 JIP －测定所用的快速叶绿素荧光诱导
动力学曲线(O － J － I － P)的参数
Table 1 Formulae and glossary of terms used in the JIP-test
in the analysis of the O-J-I-P fluorescence transient
参数 说明
Fv /Fm PSII反应中心最大光能转化效率
PIabs 光性能指数
ABS /ＲC PSII单位反应中心吸收的光能
DIO /ＲC PSII反应中心吸收的光能中用于热耗散的能量
ETo /ＲC PSII反应中心吸收的光能中用于电子传递的能量
VJ 在 J 点的相对可变荧光强度
MO O-J-I-P 荧光诱导曲线的初始斜率
Sm 标准化后的
O-J-I-P荧光诱导曲线、荧光强度 F = FM及
y轴之间的面积
ETO /TＲO
反应中心捕获的激子中用来推动电子传递到电子传递
链中超过 QA的其他电子受体的激子占用来推动 QA还
原激子的比率(在 t = 0 时)
ETO /ABS 用于电子传递的量子产额(在 t = 0 时)
图 1 不同浓度代谢中间物处理对 XJ002 藻细胞生长的影响
Fig 1 Effect of various concentrations of metabolic intermediates
on the biomass of Scenedesmus obliquus XJ002
A:柠檬酸;B:苹果酸
2. 2 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光合色素的影
响
表 2 表明，不同浓度柠檬酸与苹果酸处理条件下，
XJ002 藻株胞内的光合色素具有显著的差异。低浓度
的柠檬酸与苹果酸处理对藻细胞光合色素的积累具有
轻微的促进作用，随着柠檬酸与苹果酸浓度的增加，叶
绿素 a、叶绿素 b以及类胡萝卜素均出现下降的总体趋
势。与对照组相比，0. 15 g /L 柠檬酸处理时，叶绿素 a
与类胡萝卜素分别下降了 45. 02% 和 48. 92%(P ＜
0. 01 )。当 0. 15 mol /L苹果酸处理时，叶绿素 a 与类
胡萝卜素分别下降了 40. 70%和 43. 25%(P ＜ 0. 01 )。
与苹果酸相比，柠檬酸降低的幅度更大。叶绿素 a 作
为捕光色素蛋白复合体的重要组分与光合作用密切相
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关。研究结果表明，高浓度的柠檬酸与苹果酸处理会
降低藻细胞内光合色素含量，导致光合效率的下降，进
而抑制藻细胞的生长。
表 2 不同浓度柠檬酸与苹果酸对斜生栅藻胞内光合色素含量的影响
Table 2 Effect of various concentrations of citric acid and malic acid on the photosynthetic pigments of Scenedesmus obliquus XJ002
处理
Treatments
(g /L)
叶绿素 a
Chlorophyll － a
(μg /mL)
叶绿素 b
Chlorophyll-b
(μg /mL)
叶绿素(a + b)
Chl(a + b)
(μg /mL)
类胡萝卜素
Carotenoids
(μg /mL)
叶绿素 a /b
Chl a /b
类胡萝卜素
叶绿素(a + b)
Caro /Chl(a + b)
0. 00 4. 287 ± 0. 037 1. 407 ± 0. 135 5. 695 ± 0. 172 2. 134 ± 0. 043 3. 059 ± 0. 268 0. 375 ± 0. 004
柠檬酸
Citric acid
苹果酸
Malic acid
0. 01
0. 05
0. 15
0. 01
0. 05
0. 15
4. 751 ± 0. 004
2. 370 ± 0. 459
2. 357 ± 0. 463
5. 043 ± 0. 206
2. 731 ± 0. 011
2. 542 ± 0. 065
1. 324 ± 0. 018
0. 659 ± 0. 219
0. 612 ± 0. 201
1. 463 ± 0. 137
0. 631 ± 0. 083
0. 644 ± 0. 012
6. 075 ± 0. 014
3. 029 ± 0. 678
2. 969 ± 0. 664
6. 506 ± 0. 344
3. 362 ± 0. 072
3. 186 ± 0. 077
2. 272 ± 0. 009
1. 235 ± 0. 288
1. 090 ± 0. 187
2. 478 ± 0. 157
1. 304 ± 0. 064
1. 211 ± 0. 012
3. 590 ± 0. 051
3. 682 ± 0. 526
3. 943 ± 0. 541
3. 456 ± 0. 184
4. 370 ± 0. 593
3. 946 ± 0. 031
0. 374 ± 0. 002
0. 407 ± 0. 004
0. 370 ± 0. 020
0. 381 ± 0. 004
0. 388 ± 0. 011
0. 380 ± 0. 013
2. 3 添加外源代谢中间物对 XJ002 藻株叶绿素荧光
参数的影响
2. 3. 1 添加外源代谢中间物对 XJ002 藻株叶绿素荧
光诱导动力学曲线的影响
由图 2 可知，不同浓度中间代谢物处理 15 d 后各
处理组的快速叶绿素荧光诱导动力学曲线有着显著的
差异。低浓度的柠檬酸与苹果酸处理下，藻细胞快速
叶绿素荧光诱导动力学曲线较为集中，随着柠檬酸与
苹果酸处理浓度的增加，曲线依次呈现出下降的总体
趋势。低浓度的柠檬酸处理组的曲线与对照组有轻微
的差异，而低浓度的苹果酸处理组的曲线与对照组基
本没有差异，说明藻细胞对柠檬酸的毒性效应更敏感。
图 2 不同浓度代谢中间物处理对 XJ002 藻细胞叶
绿素荧光诱导曲线的影响
Fig 2 Effects of various concentrations of metabolic intermediates on the
chlorophyll fluorescence induction curve of Scenedesmus obliquus XJ002
A:柠檬酸;B:苹果酸
2. 3. 2 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光合作用光
系统 II反应中心供体侧的影响
Wk值是衡量藻细胞 PSII 反应中心供体侧放氧复
合体是否受损的唯一指标，Wk值的增加说明 PSII 反应
中心供体侧的放氧复合体受损，进而影响了 PSII 反应
中心供应电子的能力以及向下游传递电子的效率。由
图 3 可知，低浓度的柠檬酸与苹果酸处理导致藻细胞
Wk值出现轻微下降的趋势，高浓度的柠檬酸与苹果酸
处理引起藻细胞 Wk值出现显著增加，当 0. 15 g /L柠檬
酸与苹果酸处理藻细胞时，Wk值分别是对照组的
1. 037 倍和 1. 021 倍(P ＜ 0. 05)。结果表明高浓度的
柠檬酸与苹果酸处理破坏了 PSII 反应中心供体侧的
放氧复合体结构。
图 3 不同浓度代谢中间物处理对 XJ002 藻株光系统 II
反应中心供体侧 Wk值的影响
Fig 3 Effect of various concentrations of metabolic intermediates
on Wk of the donor side in photosystem II
2. 3. 3 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光合作用光
系统 II反应中心的影响
1)代谢中间物的添加对光系统 II 最大光化学效
率(Fv /Fm)以及基于吸收光的光性能指数(PIabs)的
影响。PSII反应中心最大光化学效率(Fv /Fm)通常被
用于反映 PSII光化学效率以及预测植物受胁迫程度。
一般而言，Fv /Fm值在非胁迫条件下基本保持不变，而
且不受物种与环境的影响。当藻细胞受到外界环境胁
迫时，Fv /Fm值会出现显著变化，因而可以作为细胞受
到胁迫的指示器。本研究中，不同浓度有机酸处理下，
Fv /Fm值基本保持不变;低浓度的有机酸处理对光性
能指数(PIabs)的影响不大，高浓度的有机酸处理导致
PIabs 呈现出下降的趋势。由图 4 可知，与对照组相
比，当 0. 15 g /L 柠檬酸与苹果酸处理藻细胞时，PIabs
值分别降低了 16. 44% 和 0. 34%。
2)代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光合作用光系
统 II反应中心能量分配的影响。ABS /ＲC 是指单位反
应中心吸收的光能，DIo /ＲC是指反应中心用于热耗散
的能量，ETo /ＲC是指反应中心用于电子传递的能量。
由图 5 可知，外源柠檬酸处理对光系统 II(PSII)反应
中心能量分配影响不大。随着柠檬酸处理浓度的增
加，ABS /ＲC 基本不变，DIo /ＲC 基本不变，ETo /ＲC 有
所降低。当 0. 15 g /L 柠檬酸处理藻细胞时，ETo /ＲC
值比对照组分别降低了 4. 66% (P ＜ 0. 01 )。外源苹
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果酸处理对光系统 II(PSII)反应中心能量分配基本没
有影响。
图 4 不同浓度代谢中间物处理对光系统 II最大光化学效率
(Fv /Fm)以及基于吸收光的光性能指数(PIabs)的影响
Fig 4 Fv /Fm value and PIabs value under various
concentrations of metabolic intermediates
图 5 不同浓度代谢中间物处理处理对光系统 II
反应中心能量分配的影响
Fig 5 Effects of various concentrations of metabolic intermediates on
the energy distribution of reaction centers in photosystem II
2. 3. 4 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光合作用光
系统 II反应中心受体侧电子传递活性的影响
由图 6 － A 可知，随着柠檬酸处理浓度的增加，
ETo /ABS 与 ETo /TＲo 出 现 降 低 的 总 体 趋 势，当
0. 15 g /L柠檬酸处理藻细胞时，ETo /ABS值与 ETo /TＲo
值比对照组分别降低了 8. 24%和 8. 10%(P ＜ 0. 01)。
由图 6 － B 可知，外源苹果酸处理对 ETo /ABS 值影响
不大，随着苹果酸处理浓度的增加，ETo /TＲo 出现降低
的总体趋势，当 0. 15 g /L 柠檬酸处理藻细胞时，ETo /
TＲo值比对照组分别降低了 3. 50%。图 6 － C 可知，
Mo随着柠檬酸处理浓度的增加表现出上升的总体趋
势，各处理组间差异显著(P ＜ 0. 01 )。当柠檬酸处理
浓度为 0. 15 g /L 时，Mo 值是对照组的 1. 09 倍(P ＜
0. 01 );Sm随着柠檬酸处理浓度的增加表现出上升的
总体趋势，各处理组间差异显著(P ＜ 0. 01)。当柠檬
酸处理浓度为 0. 15 g /L 时，Sm 值是对照组的 1. 13 倍
(P ＜ 0. 01)。当柠檬酸处理浓度为 0. 15 g /L 时，VJ值
是对照组的 1. 05 倍(P ＜ 0. 01)。图 6 － D 可知，高浓
度的苹果酸处理浓度的增加导致 Mo、Sm、VJ值均存在
增加的趋势，各处理组间差异显著(P ＜ 0. 01)。当苹
果酸处理浓度为 0. 15 g /L时，Mo、Sm、VJ值是分别是对
照组的 1. 04、1. 13 和 1. 23 倍(P ＜ 0. 01)。
代谢中间物的添加使得 XJ002 藻细胞叶绿素荧光
动力学曲线降低，与此同时，导致了许多荧光参数的改
变。Wk值的增加说明 PSII 反应中心供体侧的放氧复
合体受损，进而影响了 PSII 反应中心供应电子的能力
以及向下游传递电子的效率。代谢中间物的添加对光
系统 II(PSII)反应中心能量分配基本没有影响。但
是，外源柠檬酸与苹果酸处理导致有活性的反应中心
反应数量降低，中心吸收的光能更多地被用于 QA的还
原，使得 QA被还原的速度加快了。这将会导致藻细胞
内大量积累 Q －A，从而对藻细胞产生毒害作用。
图 6 不同浓度代谢中间物处理对光系统 II
反应中心受体侧电子传递活性的影响
Fig 6 Effects of various concentrations of metabolic intermediates on the
electron transport activity of the acceptor side in photosystem II
图 7 不同浓度代谢中间物处理对 XJ002 藻细胞总脂含量的影响
Fig 7 Effects of various concentrations of metabolic intermediates on the
total lipid content of Scenedesmus obliquus XJ002
2. 4 添加外源代谢中间物对 XJ002 藻株胞内总脂含
量的影响
由图 7 可知，外源柠檬酸与苹果酸的添加对 XJ002
藻细胞总脂含量产生了显著的影响。随着柠檬酸、苹
果酸处理浓度的增加，XJ002 藻株胞内总脂含量(%)
会有显著提高。当柠檬酸与苹果酸处理浓度为
0. 15 g /L时，XJ002 藻株胞内总脂含量是对照组的
1. 85倍和 1. 34 倍。与苹果酸相比，柠檬酸的处理效果
更佳。
各种脂肪酸从头合成途径中，合成的原料是各种
代谢过程产生的乙酰辅酶 A，通过调控培养条件，研究
细胞内碳原子的流向，引导碳代谢流向油脂合成的方
向。通过对油脂合成起主要作用的碳代谢途径分析，
本研究选取了苹果酸、柠檬酸两个代谢中间物，它们在
胞内均可通过参与三羧酸循环调控乙酰辅酶 A 的代
谢，后者可以用于藻细胞油脂的合成。结果表明，外源
柠檬酸与苹果酸的添加可以提高 XJ002 藻细胞总脂含
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量，外源添加低浓度的柠檬酸与苹果酸，强化了藻细胞
内碳代谢途径，在保证藻细胞生物量基本保持不变的
情况下还可以进一步促进藻细胞内总脂的含量。除此
之外，高浓度的柠檬酸与苹果酸的添加抑制了藻细胞
的光合作用，使得胞内更多的碳原子用于中性脂的合
成，从而使得总脂的含量有了一定程度的提高。
3 结论
高浓度柠檬酸与苹果酸的添加导致 XJ002 藻细胞
生物量、叶绿素 a、叶绿素 b 以及类胡萝卜素含量显著
下降。与此同时，破坏了光系统 II 反应中心供体侧放
氧复合体的结构，抑制了反应中心供体侧和受体侧电
子传递活性，显著提高了 XJ002 藻株胞内总脂含量，与
苹果酸相比，柠檬酸的添加效果更佳。
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